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^4) h(-Leucyt Epirublcine application a Tltre de medicament antltumoral et procede de preparation. 

feT) La pr6sente invention a pcur objel le compos6 N-L- 
LSocyktpirubicine. ainsi que ses sels pharmaceutique- 
menl accep tables. 

La pr^entQ invention a ^gatement pour objet un proc^d 
de pr^aration desdits composants et son application ^ ti- 
tro do medicament anlitumoral. 
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La toxicite de substances antimitotiques constitue un des 
grands problemes rencontres dans la chimiotherapie du cancer. Les 
medicaments anti-tumoraux n'exercent pas uniquement Jeur effet 
cytotoxique sur les cellules cibles. lis s'attaquent egalement aux tissus sains 
entralnant i'apparition d'effets secondaires indesirables et limitant les 
doses utiiisees. 

Ainsi parallelemeni a une myelotoxicite, caracterisixque des 
substances antimitotiques, la Doxorubicine, agent a large spectre d'activue 
therapeutique, est cardiotoxique a doses cumulatives. La recherche 
d'analogues ou de derives de ia Doxorubicine a done pour but principal d'en 
reduire la toxicite. 

On peut citer comme exemple la Leurubicine ou 
N-L-Leucyl-Doxorubicine (2). 

0 CM 0 




Prodogue de la Doxurubicine, la Leurubicine montre dans ies 
eludes precliniques a dose equimyelotoxique une activiie superieure a la 
Doxorubicine et une cardiotoxicite reduite. 

L'Epirubicine presente les memes caracieristiques toxicolo- 
giques que la Doxorubicine. Elle offre toutefois Tavantage d'etre 
legerement moins cardiotoxique. 
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L'Epirubicine est un analog-je semisynthetique de la Doxo- 
rubicine modilie au niveau du Sucre : on y observe une inversion de la 
stereochimie du groupe Hydrpxyle porte par le carbone C-W (Conformat.on 
L-arabinose du sucre amine dans I'Epirub.cine est L-lyxo dans la 
^ Doxorubicine). 

Le groupe hydroxyle C'-'» de I'Epirubidne presenie done une 
orientation equatoriale. 
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Doxorubicine 
3 



Epirubicine 
4 



Le but de la presente invention est d'obtenir un nouveau 
derive ou analogue de la Doxurubicme de maniere a en reduire la toriote 
tout en conservanr ou si possible en elargissant son activite antineo- 
piastique par modification de la speofite tissulaire et modulation des 
proprietes pharmacocinetiques. 
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Pour ce faire, la presente invention fournir un nouveau 
de I'Epirubicine, la N-L-Leucyl-Epirubicine, de formule 1 : 




ainsi que les sels pharmaceutiquement accepiables un precede 
de preparation et les compositions anti-cancereuse contenant ce 
produit. 

La prdsente invention a egalemeni pour but de procede de 
preparation de la L-leucyl-epirubicine qui soit simple, d'une mise en oeuvre 
aisee, applicable a des quantites importantes de produits de depart pouvan: 
etre de i'ordre de lOg et surtout conduisent a des rendements su; I-rieurs a 
80%. 

Les inventeurs ont mis en evidence que le choix particuher des 
groupements fluorenyl-methoxy carbonyle en tant que groupe protecteur de 
la fonction amine de la leucine permet d'une part de simplifier et, d'autre 
part, d'optimiser considerablement la preparation de la N-leucyl-epiru- 



cine. 



C'est pourquoi, de preference selon I'invention, la 
la N-L-Leucyl-Epirubicine est obtenue par condensation de Tester active de 
la N-Fmoc-Leucine et de I'Epirubicine base suivie de la deprotection de la 
fonction aminee en milieu bas.que. Le produit est lyophilisee sous forme de 
chlorhydrate. 
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Dans un mode de realisation, le procede comporte les etapes suivantes : 

1) a la Fmoc-leu dissoute dans le DMF, on ajoute un 
equivalent de N-hydroxybenzotriazole et un equivalent de dicyclo- 
^ hexycarbodimicide pour oblenir un ester active de la N-Fmoc-Leu. 



10 



2) a TEpirubicine base dissoute dans le DMF, on ajoute 1, 2 
equivalents de Tester active dans le N-Fmoc-leu pour obtenir la 
N-Leu-Epirubicine N-protegee. 

3) la fonction aminee H-j residu leucine est deprotegee par 
addition de diethylamine en eoiution dans le DMF. 
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Le caractere prodogue de la N-L-Leucyl-Epirubicine a ete mis 
en evidence dans des tests de liberation du principe actif, repirubicinc. en 
presence d'une petptidase purifiee, la leucine aminopepiidase ou de sang 
humain el d'erythrocytes. La leucine aminopeptidase est presente dans le 
^ cytosol et les mitochondrie de nombreuses cellules. 

Apres incubation durant (#H a 37*0 (ph 7) en presence de 
Leucine aminopeptidase microsomale, on observe au depart de N-L-Leucyl- 
Epiribicine la liberation de 50% d'Epirubicme (figure I). Ces resultats 
peuvent etre mis en parallele avec ceux obtenus pour la Leurubicine (figure 
II). Cette derniere montre toutefois une vitesse d'hydrolyse plus rapide 
apres d'incubation en presence de Leucine ammopepiidase. 

Dans le sang complet, 33% de la N-L-Leucyl-Epirubicme sont 
hydrolyses en Epirubicine 22% et aglycone 11%. En presence de globules 
rouges isoles, on observe la meme transformation tandis que dans le 
^5 plasma, aucune formation d'Epirubicine n'est observee. La degradation en 
aglycone y est preponderante (figure III). 

Des resultats quantitativement comparables ont ere 
enregisrres avec la Leurubicine, precurseur de la Doxorubicine (figure IV) 
qui demontren: par consequent I'avantage d'une substitution N-Leucyle sur 
I'EpirubiCine en termes de baisse de toxicite par rapport a celle-c:, au 
meme litre que la Doxorubicine (figure IV). 

D'autres avantages et caracteristiques apparaltroni a !a 
lumiere de la description qui va suivre : 
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Les figures I et II representent I'hydrolyse respectivemen: de 
la leu-Epirubicine el la Leurubicine par la leucine aminopeptidase 
microsomale. Les figures III et IV representent I'hydrolyse in vitro 
respectivement de la leu-Epirubicme et Leurubicine a 37«C dans le sang 
total, les erythrocytes et Je plasma. 
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FXFMPLE 1 = Preparation de la N -l -1 eucvl-Epirubicine 
1.1. Obtention de la base libre de I'Epirubicine. 

5 Le chlorhydrate de I'Epirubicine est dissous dans du tampon 

bicarbonate (pH 8.5). La base l.bre est extraite au chloroforme. La solution 
sEchee sur sulfate de sodium et le solvant evapore. 
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1.2. Activation de la N-Fluorenylmethyloxycarbonyl Leucine (Fmoc-Leu) 

A la Fmoc-Leu dissoute dans le DMF, on ajoute a O'C un 
equivalent de N-hydroxybenzotriazole (HOBT) et un equivalent 
de dicyclohexylcarbodimide (DCC). La solution est agitee pendant 10 
minutes a 0°C. ' 

1.3. Preparation de la N-L-Leucyl-Epirubicine 



A I'Epirubicine base dissoute dans le DMF, on ajoute a 
temperature ambiante 1, 2 equivalents de Tester active de la N-Fmoc Leu. 
La solution est agiiee durant 1 heure a temperature ambiante. Apres 
evaporation de la DMF, la (N-Leu-Epirubicine) N-protegee est punfiee 
pmar chromatographie sur gel de silice en utilisant comme eluant un 
melange CHCL /MeOH : 98/2. La fonction aminee du residu Leucine est 
deprotegee par addition sous argon a -15-C de 3 equivalents de 
25 didetyhylamine en solution dans le DMF- Apres Evaporation du DMF. la 
N-Leucyl-Epirubione est prEcipitee a I'ether. Apres lavage en milieu acide 
et basique. la N-Leucyl-Epirubicine est lyophiUsEe sous forme de 
chlorhydrate. 
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N-L-LEUCVL EPIHJBICINE: H-PStl 
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I . PPaVOti RrtJ : Solvant IMSOd Spectre 
"I^leau 1 : Spectre PHi de la Leu-dpirubicine 
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EXEMPLE 2 . Hvdrolyse Enzymatigue in vitro de la N-L-Leucyl -Epirubicine 
2.1. Hydrolyse par la leucine aminopeptidase^ 

5 La N-L-Leucyl-Epirubicine a une concentration de 20[:/ml es: 

incubee dans du tampon phosphate pH 7 en presence de 2 unites/mi de 
Leucine aminopeptidase (microsomale). Des aliquots sont prelevees apres 
30mn, IH, 2H, t^H et 6H. 

IC Apres addition d'un volume equivalent aux aiiquots preleves de 

tampon borate 0,1 M, pH 9, les derives anthracyclines sont extraits a I'aide 
d'un melange chlorof orme/methanol : 4/1. Les differents echantillons sont 
analyses par HPLC en phase normale (colonne : Si-60, Eluant : chicro- 
forme-methanol-acide acetique-MgCl 2 0,3 mM : 1^^50-^50-80-60, V/V/V/V). 
La detection est laite par fluorescence, extinction : ^ZO pm, emission : 
560 pm. Les resuhats compares a ceux obtenus avec la N-L-Leucy l-Do- 
xorubicine sont repris cans la figure I. 

2.2 Hycroiyse cans le sang. 

20 

3:-: pi d'une solu:ion ce N-L-Le-J-Epirubicine dans . -aC 1 0;99c 
a une concen:ra::n de ! mg/mi de NaCl 0,9^6 soni ajoutes a 2.7m] de sar,-^ 
humam hepar inise. 

25 Le melange est incube a 37='C et des aiiquots sont preleves au 

temps 0, 2H et ^H. Les derives anthracyclines sont extraits a i'aide d'un 
melange chloroforme/methanol : ^/I apres addition d'un volume equivalent 
aux aiiquots preleves de tampon borate 0,1 M, pH 9. Les differents 
echantillons sont anaiysds par HPLC en utilisant les memes conditions que 
celles decr-tes en 2.1. Les resultats cbtenus sont repris dans la figure 1!L 
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EXEMPLE 3 . Hydrolvse en presence d'cry throcyic s • 

Les erthrocytes on: ete separes du plasma par centnfugation 
(iO min, 3291 g, i***C). lis soni ensuite iaves par trois cycles ce rcsuspension 
dans reau physiologique ei centrifugation. Lors du premier cycle, ia parue 
superieure ce la couche d'erythrocytes contenant les globules blancs es: 
eliminee. Apres la derniere centrifugation, 1.3 ml de globules rouges sor.: 
preleves et suspencjs dans un volume iC'entique d'eau physiologique avar.: 
d'etre m-s en presence de N-L-Leu-epirubicine. 

Le precede suivi est jdenticue a celui decrit en 2.2. Les 
resu!ta:s obtenus sent repris dans la figure III. 
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REVENDICATIONS 



^ 1 - Conpcse N-L-Leucyi-£pirubicine, de formule 1 
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ainsi que ses sels pharmaceutiquement acceptables. 

2- - Precede ce preparation d'un compose seion la revendicaiion L 
carac:erise en ce que il est obtenu par condensation de Tester active ce !a 
N-Fmoc-Leucine et de PEpirubicine suivie de la deprotection do a fcrxt-o" 
ammee en milieu basicue. 



2^ 3 - A titre de medicament antitumoral ie compose selon la revendicaiion ! 
un sei pharmaceutiquement acceptable ce celui-ci. 



3C 



35 



26/8274 



1 / 3 



HYOROLYSE DE LA LEU'EPiRUBICINfE ETDELA LEURUBICIME PAR 
LALEUCIIsfE AMINOPEPriPASE MICRQSOMALE 

1. Leu-^pirubicine 
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2. Leurubicine 
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